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Abstract of FR2781673 

A glucuronan oligosaccharide or polysaccharide (I) with a molecular weight of 5-700 kD is used as a 
cytokine production stimulant for preparing an immunostimulant agent. A glucuronan oligosaccharide 
(Mw: 5000-100000) or polysaccharide (Mw: 100000-700000) (I) selected from beta (1-4) D- 
polyglucuronic acids of formula (la) and their esters and ethers, is used as a cytokine production 
stimulant for preparing an immunostimulant agent, n = number such that the molecular weight is 5-700 
kD. An Independent claim is also included for the production of a beta (1-4) D-polyglucuronic acid 
oligosaccharide with a molecular weight of 5-60 kD, comprising: (1) culturing Rhizobium meliloti 
(NCIMB 40472) (synonym Sinorhizobium meliloti) to produce an extracellular beta (1-4) D- 
polyglucuronic acid polysaccharide with a molecular weight of 100-700 kD; (2) subjecting the 
polysaccharide to enzymatic hydrolysis in the culture medium using NCIMB 40472 as a source of 
glucuronan lyase; and (3) isolating the resulting oligosaccharide. 
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@) UTILISATION D'UN GLUCURONANE EN TANT 
PREPARATION. 



QIT AGENT IMMUNOST1MULANT, PROCEDE DE 




^ La pr6sente invention concerne I'utilisation de glucu- 
ronanes a enchainement 6 (1-4) et ayant un poids mo!6cu- 
laire moyen en poids compris entre 5000 et 700000 Da, en 
tant qu'agents immunostimulants. Elle concerne £galement 
le proc£de de preparation de glucuronanes a enchainement 
B (1-4) et ayant un poids moleculaire moyen en poids com- 
pris entre 5000 et 60000 Da 
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(b) les esters correspondants, 

(c) les Others correspondants, et 

(d) leurs melanges. 

Selori le precede de ladite publication WO-A-93/18174 
5 precitee, on prepare un polysaccharide (PS) du type glucuronane de 
formule I partiellement acdtyle suivant une technique comprenant : 
(i) la fermentation d'une souche de Rhizobium meliloti (autre 
nomenclature : Sinorhizobium meliloti) NCIMB 40472 sur un milieu 
nutritif, 

10 (ii) la filtration du milieu de fermentation pour ecarter les cellules de 

ladite souche et recueillir le filtrat, 
(Hi) Tisolation d'un glucuronane de poids moleculaire moyen en poids 
<51ev6 (PS ; 700000 > Mw > 100000) par precipitation dudit filtrat au 
moyen (a) d'un alcool (notamment EtOH ou iPrOH) ou d'une cetone 
15 (notamment MeCOMe) ou (b) en milieu acide aqueux (pH 3), puis 

(iv) le cas dcheant, l'hydrolyse en milieu acide ou par voie enzymatique 
dudit PS pour obtenir un oligosaccharide (OS ; 100000 > Mw > 
5000). 

De r article deG.de RUITER et ah, Carbohydrate Polymers, 

20 1992, 18, pages 7-7 \ on sait que des OS du type acide D-poIyglucuronique 
k enchainement (3(1-4) et ayant un Mw compris entre 5500 et 10000 ont 
6t€ obtenus k partir de moisissures appartenant k i'ordre des mucorales. 

On sait que les liposaccharides (LPS) peuvent stimuler dans les 
monocytes la production de cytokines. D'une manifere generate, les PS et 

25 OS differents des LPS n'agissent pas en tant qu'agents immunostimulants. 

Cependant, de fagon ponctuelle, on sait de 1' article de M. 
OTTERLEI et al., 7. Immunother. , 1991, 10 (No. 4), pages 286-291 que 
des alginates stimulent la production de TNF-a (facteur a de necrose 
tumorale), 11-1 (interleukine-1) et 11-6 (interleukine-6) par les monocytes, 

30 que des D-polyglucoses a enchainement P(l-3) et amines stimulent la 
production de II- 1 par les macrophages humains, et que des arabino- 
galactanes stimulent la secrdtion de TNF-a par les macrophages. Parmi 
les alginates, qui sont des PS ou OS constitu£s de sequences homo- 
polymferes d'acide mannuronique (M), de sequences hornopolymferes 

35 d f acide guluronique (G) et de sequences alternees d 1 acide mannuronique et 
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(c) les ethers correspondants, et 

(d) leurs melanges, 

en tant que substance stimulant la production d'une cytokine, et destine k 
la preparation d'un agent biologiquement ou therapeutiquement immuno- 
5 stimulant, ledit glucuronane 6tant un oligosaccharide (OS ; 100000 > Mw 
> 5000) ou un polysaccharide (PS ; 700000 > Mw > 100000). 

Selon 1* invention Ton recommande 6galement un proc£de de 
preparation d'un OS du type D-polyglucuronique & enchainement P(l-4) et 
ayant un Mw de 5000 h 60000 Da, ledit precede, qui comprend : 
10 (1°) la fermentation d'une souche de Rhizobium meliloti (autre 

nomenclature : Sinorhizobium meliloti) NCIMB 40472 produi- 
sant exocellulairement un glucuronane qui est un PS du type D- 
polyglucuronique a enchainement P(l-4) et ayant un Mw tel que 
700000 > Mw > 100000, 
15 (2°) Thydrolyse enzymatique dudit PS pour obtenir un glucuronane 

qui est un OS du type D-polyglucuronique a enchainement 
(3(1-4) et ayant un Mw de 5000 a 60000 Da, et 
(3°) I 1 isolation dudit OS, 
dtant caracterise en ce que Thydrolyse enzymatique de l'6tape (2°) est 
20 effectuee dans le milieu de fermentation de l'etape (1°) en presence des 
bact^ries de la souche NGIMB 40472 intervenant en tant que source de 
glucuronane lyase. 
Abreviations 

Par commodite, les abreviations et acronymes suivants ont ete 
25 utilises dans le texte de la pr6sente invention. 
Ac ac£tyle 

ANA alginate de A. nodosum contenant 46 % en poids d 1 unite acide 

a-L-guluronique (produit teste dans M. OTTERLEI et al.) 
Bu n-butyle 
3 0 dp degre de polymerisation 

Et ethyle 
EtO dthyloxy 

GL-1 glucuronane de formule I selon T invention, ou les fonctions 

alcool OH sont partiellement O-acetylees et qui a un Mw de 
35 200000 Da 
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1'atome d'hydrogene d'au moins un groupe alcool OH est remplace par 
un reste acyle aliphatique en C 2 -C 4 , 

- les esters des acides polyglucuroniques de formule I dans lesquels (i) le 
reste OH d'au moins un groupe acide carboxylique COOH est remplacd 

5 par un reste alkoxy en C r C 4 , et (ii) 1'atome d'hydrogfene d'au moins un 
groupe alcool OH est remplace par un reste acyle aliphatique en C 2 -C 4 , 

- les Others des acides polyglucuroniques de formule I dans lesquels 
1'atome d'hydrogfcne d'au moins un groupe alcool OH est remplacd par 
un reste alkyle en C r C 4 , 

10 - les £ther-esters des acides polyglucuroniques de formule I dans lesquels 
(i) le reste OH d'au moins un groupe acide carboxylique COOH est 
remplac6 par un reste alkoxy en C r C 4 , et (ii) I'atome d'hydrogene d'au 
moins un groupe alcool OH est remplace par un reste alkyle en C r C 4 , 
et 

15 - leur melanges. 

Les groupes alkoxy prdcites en C r C 4 peuvent etre a chaine 
hydrocarbon^e lineaire pu ramifiee, ils comprennent les groupes MeO, 
EtO, PrO, iPrO, BuO, iBuO, sBuO et tBuO. 

Les groupes alkyle prdcites en C r C 4 peuvent etre k chaine 
20 hydrocarbonde lineaire ou ramifiee, ils comprennent les groupes Me, Et, 
Pr, iPr, Bu, iBu, sBu et tBu. 

Les groupes acyle aliphatiques en C 2 -C 4 peuvent etre k chaine 
hydrocarbonee lineaire ou ramifiee, ils comprennent les groupes Ac, 
COEt, COPr, COiPr. 
25 Le glucuronane pr^fere selon Tinvention a un Mw de 100000 & 

500000 Da (et mieux 200000 a 350000 Da) et est choisi parmi l'ensemble 
constitue par 

- les acides polyglucuroniques de formule I, et 

- leurs esters dans lesquels les fonctions alcool OH sont partiellement 
30 O-acetylees, chaque cycle acide glucuronique de la formule I compor- 

tant statistiquement jusqu'a 33 % en poids de groupes O-CO-CHj (i.e. 
OAc) par rapport au poids du cycle unitaire acide glucuronique. 

Dans ce dernier cas, la fonction acetyloxy est localisee soit en 
position 2, soit en position 3, soit encore en positions 2 et 3 du cycle acide 
35 glucuronique. 
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TNF-a, II- 1 et Ii-6. 

Le procede de preparation des OS selon V invention comprend 
l'utilisation d'un ou plusieurs enzymes fournis par la souche NCIMB 
40472 elle-meme, le ou lesdits enzymes etant ou agissant en tant que 
glucuronane lyase. Ledit procede comporte la conservation de ladite 
souche et la fragilisation de sa paroi pour profiter de la liberation de ladite 
glucuronane lyase ou du produit enzymatique d'activite glucuronane 
lyasique lors de Thydrolyse enzymatique. 

En pratique l'hydrolyse enzymatique est effectuee par incuba- 
tion a pH 7, pendant 40 a 60 h, de preference pendant 48 h, et a une 
temperature de 25-35 °C, de preference a 30°C. 

Selon un premier mode de realisation, Thydrolyse enzymatique 
comprend (i) 1' acidification du milieu de fermentation jusqu' a pH 3, (ii) la 
neutralisation, au plus tard 0,30 h apres 1' acidification, du milieu resultant 
avec une base, de preference un hydroxyde de metal alcalin tel que NaOH 
ou KOH k une concentration de 1M i 3M, puis (iii) T incubation en 
regulant le pH h. 7 par addition de ladite base k une concentration de 1M. 

Selon un second mode de realisation Thydrolyse enzymatique 
comprend (i) l'addition de Na 2 S0 4 au milieu de fermentation, puis (ii) 
Tincubation en regulant le pH a 7 par addition d'une base, de preference 
un hydroxyde de metal alcalin tel que NaOH ou KOH a une concentration 
de 1M. 

Le materiau de depart est le milieu de fermentation obtenu 
selon la preparation II de ladite publication WO-A-93/18174 precitee. Le 
procede de l'invention bffre l'avantage d'eviter Tisolation du PS, d'une 
part, et de fournir de meilleurs rendements en OS, d f autre part. 

L 1 isolation des OS obtenus selon le procede de la presente 
invention est realisee selon une methode connue en soi, en particulier 
Tune de celles decrites dans ladite publication WO-A-93/18174 precitee. 

D'autres avantages et caracteristiques de Tinvention seront 
mieux compris & la lecture qui va suivre d'exemples de realisation et de 
r£sultats d'essais d'immunostimulation. Bien entendu Tensemble de ces 
elements n'est nullement limitatif mais est donne \ titre d 1 illustration. 
Exemple 1 

On part du milieu de fermentation obtenu a Tissue de la 
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5000 et 20000 Da). Une duree d'incubation prolongde (i.e. superieure k 
60 h) conduit k une augmentation du rendement en molecules de masse 
faible. 

Exemple 4 - Essais - 
5 Des essais de production de cytokines ont 6t6 mis en oeuvre sur 

gel selon les modalitds operatoires decrites dans V article de M. 
OTTERLEI et al. pr£cite, les cellules productrices dtant des monocytes de 
sang humain. La production de cytokines (TNF-ct, 11-1 et 11-6) k partir de 
monocytes a 6x6 testee en presence de glucuronane selon T invention, k 
10 savoir GL-1 (Mw de 200000 Da) et GL-2 (Mw de 350000 Da). Les 
rdsultats obtenus, compares k la production des memes cytokines h partir 
de monocytes en presence d'alginate (ANA) ou de LPS connus pour avoir 
un effet sur la production desdites cytokines, mettent en Evidence que : 

• GL-1 et GL-2 ont une activite superieure k LPS et ANA, dans la 
15 production de 11-6 et TNF-a, et 

• GL-1 et GL-2 ont une activite comparable k ANA, dans la production 
dell-l. 
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4. Utilisation suivant Tune quelconque des revendications 1 a 3, 
caracteris€e en ce que ledit glucuronane est un PS ayant un M w compris 
entre 100000 et 500000 Da et mieux entre 200000 et 350000 Da. 

5. Utilisation suivant Tune quelconque des revendications 1 & 4, 
caracterisde en ce que ledit glucuronane est un acide D-polyglucuronique h 
enchainement P(l-4) selon la formule I ou les groupes de la fonction 
alcool OH sont partiellement acetyles. 

6. Utilisation suivant la revendication 5, caract^risee en ce que, 
dans ledit glucuronane de formule I, les atonies d'hydrogfene des fonctions 
alcool OH sont partiellement remplac^s par des groupes acetyle, ledit 
glucuronane comportant statistiquement jusqu'k 33 % en poids de groupe 
OAc par rapport au poids du cycle unitaire acide glucuronique. 

7. Proc&te de preparation d'un OS du type D-polyglucuronique k 
enchainement P(l-4) et ayant un Mw de 5000 k 60000 Da, ledit procede, 
qui comprend : 

(1°) la fermentation d'une souche de Rhizobium meliloti (autre 
nomenclature : Sinorhizobium meliloti) NCIMB 40472 produi- 
sant exocellulairement un glucuronane qui est un PS du type 
D-polyglucuronique a enchainement 0(1-4) et ayant un Mw tel 
que 700000 > Mw > 100000, 
(2°) Thydrolyse enzymatique dudit PS pour obtenir un glucuronane 
qui est un OS du type D-polyglucuronique k enchainement 
(J(l-4) et ayant un Mw de 5000 k 60000 Da, et 
(3°) l'isolation dudit OS, 
etant caracterise en ce que Thydrolyse enzymatique de Tetape (2°) est 
effectude dans le milieu de fermentation de 1*6 tape (1°) en presence des 
bacteries de la souche NCIMB 40472 intervenant en tant que source de 
glucuronane lyase. 

8, Procede suivant la revendication 7, caracterise en ce que 
Thydrolyse enzymatique est effectuee par incubation k pH 7, pendant 40 k 
60 h, de preference pendant 48 h, et a une temperature de 25-35°C, de 
preference k 30°C. 

9. Procdde suivant la revendication 8, caracterisee en ce que 
Thydrolyse enzymatique comprend (i) T acidification du milieu de fermen- 
tation jusqu'& pH 3, (ii) la neutralisation, au plus tard 0,30 h aprfes 
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